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第 1章 緒論 
 
未成熟卵母細胞 (卵子) の体外成熟－体外受精－体外培養 (in vitro maturation-in vitro 


















染色体異常のなかでも、近年加齢個体における早期姉妹染色分体分離  (Premature 



























率を検討した。未成熟 ICR マウスに PMSG 5単位を投与し、48時間後の卵巣を採取し細
切することで未成熟 (GV期) 卵母細胞を回収し、37℃、5% CO2の条件下で 12時間成熟培
養を行った。体内成熟卵子は、PMSG投与 48時間後に hCG 10単位を投与し、14時間後
に卵管より排卵された成熟 (MII期) 卵子を回収した。MII期卵子に対して低張処理、固定
液にてスライド固定することで染色体標本を作製し、ギムザ染色後にて染色体数をカウン
トした (図 1) 。 
体外成熟培養の結果、およそ 90%がMII期に達しており (表 1) 、体内成熟卵子と体外成




間以降プラトーに達していた (表 3) 。得られた成熟卵子の染色体数正常率は培養時間によ
って差は見られず、成熟後のエイジングによる影響は見られなかったが、16時間、20時間






丘細胞 4層以上を Grade A とし、3層以下もしくは部分的に付着したものを Grade B、卵
丘細胞の付着がなく裸化状態のものを Grade Cとして培養を行った (図 2) 。その結果、成
熟率は卵丘細胞付着の Grade A、Grade B、Grede Cの順に有意に低下しており、Grade C
では 12時間後に GV期のままである卵子も多く存在した (表 5) 。得られた成熟卵子の染
色体数正常率に差は見られないものの、Grade C でわずかに低下していた (表 6) 。また、





















し、紡錘体範囲外にも一部逸脱した染色体が観察された (図 3) 。 
次に、体外受精を行うため、ICR 雄マウスの精巣上体より精子を回収し、キャパシテー
ション後 20万精子/mlで媒精を行った。媒精 6時間後に前核を確認し、24時間後に 2細胞
形成、120時間後に胚盤胞形成の確認を行った。その結果、卵丘細胞付着の減少に伴い、有
意に受精率、2細胞形成率、胚盤胞形成率が低下していた (表 7) 。 
次に、受精後の染色体分配が正しく行われたかを評価するため、前核確認 7 時間後にコ
ルセミド処理を 5 時間行い、染色体標本作製により第一分割期における染色体数をカウン



































まず、MII期 (第二減数分裂中期) にて既に PCSが起きていたことから、PCS発生のタ
イミングを探るべく、体外成熟過程における卵子の核成熟進行を調べた。その結果、体外
成熟培養 6 時間で 90%以上の卵子が卵核胞崩壊 (GVBD) を起こし、8 時間では既に 70～





様子が観察された (図 5) 。 
次に、染色体が正しく微小管に捕えられていることを確認するチェックポイントである
Mad2に対する免疫蛍光染色を行った。その結果、卵丘細胞付着卵母細胞と人為的裸化卵母




























































図1．ギムザ染色による第二減数分裂中 (Metaphase II) 期卵子の染色体像 
(A) 正倍数体 (Euploidy) n=20 
(B) 染色体不足 (Hypoploidy) n=19 
(C) 早期姉妹染色分体分離 (Premature chromatid separation; PCS) n=20 
(C′) 染色体拡大図 
矢印は染色分体、矢頭は動原体部分を示す 
( A ) ( B ) ( C ) 
( C′ ) 
 培地 供試卵子数 GV ( % ) GVBD ( % ) MII ( % ) 





Ploidy ( % ) 
PCS ( % ) Euploid 
n=20 
Hypoploid 
n=15 - 19.5 
Hyperploid 
n=20.5 - 25 
Diploid 
n=40 
 体内成熟卵子 110 103 (93.6)   7 ( 6.4) 0 ( 0.0) 0 ( 0.0) 1 ( 0.9) 
体外成熟卵子 109 102 (93.6)   7 ( 6.4) 0 ( 0.0) 0 ( 0.0) 1 ( 0.9) 
表2．体内成熟卵子と体外成熟卵子の卵子染色体数 
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 培地  培養 
 時間 供試卵子数 GV ( % ) GVBD ( % ) MII ( % ) 
 Waymouth 10h 123 2 ( 1.6) 4 ( 3.3) 117 (95.1) 
12h 122 1 ( 0.8) 5 ( 4.1) 116 (95.1) 
16h 145 1 ( 0.7) 4 ( 2.8) 140 (96.6) 
20h 135 0 ( 0.0) 3 ( 2.2) 132 (97.8) 
表3. 体外成熟培養時間の違いによる成熟率 
有意差なし (P>0.05) 




Ploidy ( % ) 
PCS ( % ) Euploid 
n=20 
Hypoploid 
n=15 - 19.5 
Hyperploid 




Waymouth 10h   93 87 (93.5)   6 ( 6.5) 0 ( 0.0)
 0 ( 0.0) 3 ( 3.2) 
12h   90 84 (93.3)   6 ( 6.7) 0 ( 0.0) 0 ( 0.0) 1 ( 1.1) 
16h 104 93 (89.4) 10 ( 9.6) 0 ( 0.0) 1 ( 1.0) 2 ( 1.9) 
20h   94 85 (90.4)   8 ( 8.5) 1 ( 1.1) 0 ( 0.0) 1 ( 1.1) 
表4．体外成熟培養時間の違いにより得られた成熟卵子の染色体数 
有意差なし (P>0.05) 
( A ) ( B ) 
( B′ )  
( C ) 
図2．採卵時における卵丘細胞付着程度による未成熟卵母細胞の分類 
(A) Grade A: 4層以上の密な卵丘細胞が付着 
(B) Grade B: 3層以下の卵丘細胞が付着、(B′) Grade B: 部分的に卵丘細胞が付着 
(C) Grade C: 卵丘細胞の付着がなく、裸化状態 
Bar=50μm 
224
 培地  卵丘細胞 
 付着程度 供試卵子数 GV ( % ) GVBD ( % ) MII ( % ) 
 Waymouth Grade A 114   0 (  0.0) a   2 (  1.8) a 112 (98.2) a 
Grade B    95   9 (  9.5) b   5 (  5.3) a   81 (85.3) b 
Grade C   92 18 (19.6) c 24 (26.1) b   50 (54.3) c 
a-c  異符号間に有意差あり (P<0.05) 
表5. 体外成熟培養時の卵丘細胞付着程度の違いによる成熟率 
表6．卵丘細胞付着程度の異なる未成熟卵母細胞より得られた成熟卵子の染色体数 




Ploidy ( % ) 











Waymouth Grade A 89 84 (94.4) 5 (5.6) 0 (0.0)
 0 (0.0)   1 (  1.1) a 
Grade B  66 63 (95.5) 3 (4.5) 0 (0.0) 0 (0.0)   7 (10.6) b 
Grade C 53 46 (86.8) 1 (1.9) 3 (5.7) 3 (5.7) 25 (47.2) c 
a-c  異符号間に有意差あり (P<0.05) 
図3．卵丘細胞付着程度の異なる未成熟卵母細胞より得られた第二減数分裂中 (Metaphase II) 期卵子 
    の微小管および染色体の局在 
(A) Grade A: 4層以上の密な卵丘細胞が付着 
(B) Grade B: 3層以下の卵丘細胞が付着もしくは部分的に卵丘細胞が付着 
(C) Grade C: 卵丘細胞の付着がなく、裸化状態 
緑：微小管 (α-tuburin)、赤：染色体、Bar=50μm 




付着程度 供試卵子数 2前核形成数 ( % ) 2細胞形成数 ( % ) 胚盤胞形成数 ( % ) 
Waymouth Grade A 106 93 (87.7) a  90 (96.8) a  78 (83.9) a 
Grade B    79 54 (68.4) b    48 (88.9) a,b  30 (55.6) b 
Grade C   52 25 (48.1) c 19 (76.0) b    7 (28.0) c 
a-c 異符号間に有意差あり (P<0.05) 
表7. 卵丘細胞付着程度の異なる未成熟卵母細胞より得られた成熟卵子の受精・発生率 
( A ) ( B ) ( C ) 
図4．ギムザ染色による第一分割期胚の染色体像 
(A) 正倍数体 (Euploidy) 2n=40 
(B) 染色体不足 (Hypoploidy) 2n=38 
(C) 三倍体 (Triploidy) 3n=60 
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表8．卵丘細胞付着程度の異なる未成熟卵母細胞より得られた第一分割期胚の染色体数 








2n=30 - 39 
Hyperploid 
2n=41 - 50 
Triploid 
3n=60 
 Waymouth  Grade A 38 32 (84.2) 2 (  5.3) 2 (  5.3) 2 ( 5.3) 
Grade B  20 15 (75.0) 5 (25.0) 0 (  0.0) 0 ( 0.0) 







( % ) 
2前核形成数 
( % ) 
2細胞形成数 
( % ) 
胚盤胞形成数 
( % ) 
Waymouth 裸化 102 52 (51.0) b 25 (48.1) 19 (76.0) b   7 (28.0) 
人為的 
裸化   96
 94 (97.9) a 57 (60.6) 55 (96.5) a 25 (43.9) 








Ploidy ( % ) 











Waymouth 裸化 53 46 (86.8) 1 (1.9) 3 (5.7)
 3 (5.7) 25 (47.2) 
人為的 
裸化 83 78 (94.0) 4 (4.8) 0 (0.0)
 1 (1.2) 42 (50.6) 
有意差なし (P>0.05) 
227
図5．卵丘細胞付着程度の異なる未成熟卵母細胞より得られた第一減数分裂中 (Metaphase I) 期 




( A ) ( B ) 
図6．卵丘細胞付着程度の異なる未成熟卵母細胞より得られた第一減数分裂中 (Metaphase I) 期 












( % ) 
2前核形成数 
( % ) 
2細胞形成数 
( % ) 
胚盤胞形成数 




 106 (94.6)   93 (87.7) a 90 (96.8)    78 (83.9) a 
人為的 
裸化卵子 102
   94 (97.9)   57 (60.6) b 55 (96.5)    25 (43.9) b 
HTF 卵丘細胞 
付着 108
 105 (97.2) 86 (81.9) 84 (97.7)  56 (65.1) 
人為的 
裸化卵子 110
 108 (98.2) 97 (89.8) 93 (95.9) 58 (59.8) 
a-b 同培地の異符号間に有意差あり (P<0.025) 
表11. 組成の異なる成熟培地から得られた成熟卵子の受精・発生率 
a-b 同培地の異符号間に有意差あり (P<0.005) 
表12. 組成の異なる成熟培地から得られた成熟卵子の染色体数 




Ploidy ( % ) 
PCS ( % ) Euploid 
n=20 
Hypoploid 
n=15 - 19.5 
Hyperploid 






付着 89 84 (94.4) 5 (5.6) 0 (0.0)
 0 (0.0)  1 (  1.1) a 
人為的 
裸化 83 78 (94.0) 4 (4.8) 0 (0.0)
 1 (1.2) 42 (50.6) b 
HTF 卵丘細胞 
付着 87 80 (92.0) 6 (6.9) 1 (1.1)
 0 (0.0) 0 (  0.0) 
人為的 
裸化 90 87 (96.7) 2 (2.2) 0 (0.0)
 1 (1.1) 3 (  3.3) 
表13．卵丘細胞共培養の有無により得られた成熟卵子の染色体数 




Ploidy ( % ) 











Waymouth 人為的裸化 37 35 (94.6) 2 (  5.4) 0 (0.0)
 0 (0.0) 22 (59.5) b 
卵丘細胞 
共培養 38 33 (86.8) 4 (10.5) 1 (2.6)
 0 (0.0) 13 (34.2) a 
a-b 異符号間に有意差あり (P<0.05) 
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